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Ein einfacher Zugang zu funktionalen Mustern auf Cellulosepapier
durch Kombination von Laserdruck und materialspezifischer Peptid-

adsorption

Steffi Grofie”, Patrick Wilke® und Hans G. Borner*

Abstract: Mittels Phagen-Display wurden Peptide identifiziert,
die materialspezifische Adsorption zeigen und effektiv zwi-
schen Cellulose als Hauptbestandteil von Papier und dem
Toner eines mit einem handelsiiblichen Laserdrucker ge-
druckten Musters unterscheiden konnen. Diese genetisch se-
lektierten 12mer-Peptide konnen selektiv entweder nicht be-
druckte Cellulose oder gedruckte Tonerstrukturen beschichten.
Weiterhin wird eine chemische Ligation mit Triazolindion ge-
nutzt, um z. B. Farbstoffe und funktionale Peptide selektiv auf
einer Oberflichenbeschichtung zu befestigen. Diese Methode
bietet einen einfachen Zugang zur Funktionalisierung von
Mustern auf papierbasierten Materialien, wodurch neue Wege
zur Realisierung kostengiinstiger diagnostischer oder biome-
dizinischer Geriite aufgezeigt werden konnen.

Cellulose ist eines der am héufigsten vorkommenden na-
tirlichen Materialien und hat dank ihrer Nachhaltigkeit,
Biokompatibilitét, biologischer Abbaubarkeit und giinstigen
Preisen zahlreiche Anwendungen.!! Innerhalb der letzten
Jahrzehnte ist das Interesse an cellulosebasierten Materialien
stetig gewachsen. Beispielsweise sind Fasern aus Nanocellu-
lose in der Lage, Kompositmaterialien zu verstdrken oder
Geriiste fiir diagnostische Sensoren zu bilden.”! GroBere
Celluloseeinheiten wurden zudem als schiitzende Beschich-
tungen oder als Membranen fiir die GroBenausschluss-Ul-
trafiltration eingesetzt.”] Papier ist das am weitesten ver-
breitete cellulosebasierte Material und papierbasierte Funk-
tionseinheiten wie Mikrofluidik-Kanile, Elektroden oder
Sensoren entwickeln sich zusehends als preiswerte Elemen-
te.! Whitesides et al. entwickelten z.B. analytische Mikro-
fluidiksysteme (WPADs) mit Papier als Plattform.” Kiirzlich
nutzten Barner-Kowollik et al. Photomasken, um die kova-
lente Anbindung von Antifouling-Polymeren und Peptiden
auf Papier riumlich zu steuern.”) Zudem sind zahlreiche
hocheffektive Ligationsmethoden bekannt, um die Hydro-
xygruppen der Cellulose zu modifizieren. !

Ein direkterer Weg, chemische Funktionen oder physi-
kalische Eigenschaften in Makro- und Mikrostrukturen auf
Papier anzuordnen, liegt in der Nutzung kommerziell er-
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hiltlicher Drucker. Standard-Tintenstrahldrucker ermogli-
chen eine sehr priazise Ablagerung sehr kleiner Volumina auf
unterschiedlichsten Triagermaterialien.”” Diese Technik
diente als Grundlage fiir die Entwicklung neuer giinstiger
Werkstoffe durch beispielsweise das Drucken von organi-
scher Elektronik, Polymerbeschichtungen oder Biomolekii-
len fiir verschiedene Anwendungen von Mikrofluidik oder
Sensorik bis hin zur Gewebeziichtung.*! Obwohl das Ver-
fahren des Tintenstrahldrucks sehr vielversprechend ist, wird
die Vielfalt der moglichen Anwendungen durch die an-
spruchsvolle Entwicklung druckbarer funktionaler Tinte be-
grenzt. Ein alternatives Vorgehen kann diese Einschrankun-
gen umgehen, indem Top-down- und Bottom-up-Prozesse
kombiniert werden und der Laserdruck mit der Selbstorga-
nisation von Peptiden vereint wird (Abbildung 1). Dabei
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Abbildung 1. Entstehung funktionaler Muster. Muster werden mit
einem handelsiiblichen Laserdrucker auf Papier gedruckt (i). Gedruckte
Strukturen und nicht bedrucktes Papier werden durch die spezifische
Adsorption von Peptiddominen selektiv beschichtet (ii; CBP = Cellulo-
se-bindendes Peptid, TBP =Toner-bindendes Peptid). Nachtrigliche
Funktionalisierung von z.B. TBP erfolgt durch regioselektive Anbin-
dung funktionaler Einheiten (iii).

werden die Oberfldchen von Tonerstrukturen, die mit einem
handelsiiblichen Laserdrucker gedruckt werden, und die von
unbedrucktem Cellulosepapier selektiv erkannt und mit
einem Toner- bzw. Cellulose-bindenden Peptid beschichtet.
Unlidngst wurde gezeigt, dass Peptide und Peptid-Poly-
mer-Konjugate eine effektive Moglichkeit bieten, gewiinschte
Funktionalitdten auf verschiedenen anorganischen oder or-
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ganischen (Nano)Partikel- oder Sensoroberflichen zu pri-
sentieren.l”’ Mithilfe der biokombinatorischen Methode des
Phagen-Displays lassen sich Peptidsequenzen nach einer
materialspezifischen Adsorption selektieren. Solche Peptide
konnen beispielsweise auf leitenden Polymeren selektiv
binden,'” Polymethylmethacrylate mit unterschiedlicher
Taktizitit unterscheiden!'!! oder verschiedene Benzolderivate
aufgrund unterschiedlicher Substitutionsmuster erkennen.!”
Auflerdem konnten mittels Phagen-Display Peptide identifi-
ziert werden, die wihrend der Kristallisation von anorgani-
schen Materialien wie ZnO,™ Ag-Nanopartikeln!" oder Pt-
Nanokristallen!™ bestimmte Kristallmodifikationen binden
und somit zur biomimetischen Kristallisation eingesetzt
werden konnen. Weiterhin wurden Peptide gefunden, die an
Octyltrimethoxysilan-Oberflichen adsorbieren, welche iiber
Mikrokontaktdruck auf Siliciumsubstraten aufgetragen
wurden. !

Wir berichten nun iiber einen Weg zur selektiven Be-
schichtung von strukturierten Mustern, die mit einem han-
delsiiblichen Laserdrucker mit kommerziellem Toner auf
Cellulosepapier gedruckt wurden. Die Funktionalisierung der
gedruckten Tonerregionen sowie der nicht bedruckten Cel-
luloseregionen erfolgt durch die selektive Beschichtung mit
materialspezifischen 12mer-Peptiden, welche mittels Phagen-
Display identifiziert wurden. Diese Beschichtungen konnten
durch photoinduzierte Vernetzung auf der Oberfldche stabi-
lisiert und komplexe Funktionalititen mit TAD-modifizier-
ten Farbstoffen und funktionalen Peptiden -eingefiihrt
werden.

Die Technik des Phagen-Displays wurde angewendet, um
adhasive Peptide zu selektieren, die spezifisch auf der Toner-
oder Celluloseoberfliche haften. Fiir die Selektion wurden
kommerzielle Nanometer-Tonerpartikel zu zentimetergrofen
Tonerpartikeln verschmolzen, um den Fixierschritt wihrend
des Druckvorgangs zu simulieren. Weiterhin wurde statt
Papier mikrokristalline Cellulose verwendet, um die Selekti-
on von Fillstoff- oder Leimstoff-bindenden Peptiden zu
vermeiden. Die Phagenbibliothek bestand aus M13-Bakte-
riophagen mit einer insertierten randomisierten 12mer-Bin-
dungsdomiine und umfasste einen Sequenzraum von ca. 10°
Peptiden. Bis zu vier Wiederholungen des ,,Biopannings®
wurden an beiden Substraten durchgefiihrt. Dabei wurden
Standardprotokolle angewendet, die um eine Negativselek-
tion am jeweiligen Anti-Substrat erweitert wurden, um die
Spezifitit zu den jeweiligen Zieloberflichen zu erhéhen
(siche Hintergrundinformationen S. S5-6). Aus dem selek-
tierten Phagenpool wurden nach der 3. und 4. Screeningrunde
je 20 Phagenklone pro Substrat sequenziert (siche Hinter-
grundinformationen S. S8). Dies fiihrte zu 16 Cellulose-bin-
denden (CBP) und 4 Toner-bindenden Peptiden (TBP; siche
Tabelle 1 und Tabelle S1).

Hierbei sollte allerdings hervorgehoben werden, dass die
am hidufigsten gefundene Sequenz nicht zwangsldufig die
grofite Materialspezifitdt aufweist. Fiir ein besseres Ver-
stindnis materialspezifischer Bindungsdomidnen wére wei-
terhin eine deutlich groere Menge von sequenzierten Pha-
genklonen notwendig. Obwohl die begrenzte Anzahl selek-
tierter Sequenzen weder eine direkte statistische Auswertung
erlaubt noch die Selektion materialspezifischer Peptide ga-
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Tabelle 1: Mittels Phagen-Display an beiden Substraten identifizierte,
ausgewihlte Peptidsequenzen und deren Hiufigkeiten in den analy-
sierten Phagenklonen. (Effektivste Bindungsdominen sind fett hervor-
gehoben.)

Sequenz Substrat Haufigkeit im Bezeichnung
Phagen-Dis-
play
MHPNAGHGSLMR®  Cellulose 3 CBP1
TPQSFWQKGSLVH Cellulose 1 CBP2
SGVYKVAYDWQH Toner 3 TBP1
LPVNGDAELWHS Toner 9 TBP2

[a] Mit Cellulose-Bindungsdomanen aus celluloseabbauenden Bakterien
libereinstimmende Sequenzen sind unterstrichen (fiir detaillierte Infor-
mationen siehe Tabelle S2).

rantiert, wurden jeweils zwei Peptide fiir jedes Substrat mit-
tels Festphasenpeptidsynthese synthetisiert. Um fluores-
zenzbasierte Untersuchungen durchfiihren zu konnen,
wurden N-terminal ein (Gly);-Abstandshalter und Carboxy-
fluorescein (FAM) eingefiihrt, wodurch FAM-CBP,, und
FAM-TBP,, resultierten (siche Hintergrundinformationen
S. S11-16). Eine substratspezifische Selektion wihrend des
Screeningprozesses wurde durch die bemerkenswerte Tatsa-
che bestitigt, dass selektierte Cellulosebinder auffillige Se-
quenz-Analogien zu Cellulose-Bindungsmotiven aus Protei-
nen celluloseabbauender Bakterien aufweisen (siche Tabel-
le S2).

Um das Bindungsverhalten und die Selektivitdt von FAM-
CBP,, und FAM-TBP,, zu beiden Substraten zu untersu-
chen, erfolgten quantitative  Inkubations-/Elutions-
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Abbildung 2. Inkubations-/Elutionsdiagramme der CBPs und TBPs an
Cellulose (a) und Toner (b) zeigen die anfingliche Adsorption, die
Spezifitat und die endgultige Stabilitit der Beschichtungen nach 5
Waschzyklen. Bedingungen: Fluoreszenzmarkierte Peptide (10 nmol)
wurden fiir Adsorptionsexperimente an Cellulose in TBST-Puffer

(0.5 mm, pH 7.5) und an Toner in Citratpuffer (50 mm, pH 6.5) gel6st.
Peptidlésungen wurden fiir 10 min mit 50 mg des entsprechenden
Substrats inkubiert. Isolierte beschichtete Substrate wurden fiir 2 min
mit je 1 mL des entsprechenden Puffers gewaschen.
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experimente mittels Fluoreszenzspektroskopie (Abbil-
dung 2). Dafiir wurden wissrige Losungen der jeweiligen
Peptide (10 nmol) mit je 50 mg mikrokristalliner Cellulose
oder gemahlenen Tonerpartikeln inkubiert. Nach Zentrifu-
gation steht die Abnahme der Peptidkonzentration im
Uberstand in direkter Proportionalitit zur an der Oberfliche
adsorbierten Menge an Peptid (Abbildung 2, Inkubation).
Anschlieend wurde schwach bindendes Peptid durch fiinf
aufeinanderfolgende Waschzyklen von der jeweiligen Sub-
stratoberfldche eluiert. Die Messung der Peptidkonzentration
in den einzelnen Waschlosungen gibt Aufschluss iiber die
Stabilitit der jeweiligen Peptidbeschichtungen (Abbil-
dung 2).

Beide FAM-CBPs zeigten unter den gegebenen Um-
stinden eine signifikante Adsorption an der Celluloseober-
fliche und bildeten stabile Beschichtungen. FAM-CBP,
zeigte sich am effektivsten, da nur 10% der anfénglich ad-
sorbierten Menge an Peptid eluiert wurden, was eine stabile
Beschichtung von 0.27 mg FAM-CBP, pro Gramm Cellulose
ergab. Entscheidend ist jedoch die Kreuzselektivitdt zu dem
entsprechenden Anti-Substrat. Wahrend FAM-CBP; ledig-
lich in geringen Mengen und vollstindig reversibel an der
Toneroberfliche adsorbierte, zeigte FAM-CBP, keine nen-
nenswerte Selektivitidt. Dagegen fithrten beide FAM-TBPs zu
einer sehr geringen und vollstédndig reversiblen Adsorption an
Cellulose. Allerdings bildete nur FAM-TBP, eine stabile
Beschichtung an der Toneroberfldche mit 0.13 mg Peptid pro
Gramm Toner aus. Offenbar zdhlt TBP, zu einem Pool von
Fehlersequenzen, die in Screenings auftreten und geringe
adhédsive Eigenschaften aufweisen, aber dennoch wéhrend
des Phagen-Displays aufgrund hoherer Amplifikationsraten
in den E.-coli-Wirtbakterien angereichert werden.'"”l Um
einen signifikanten Anteil von Farbpigmenten an der Ad-
sorption von TBP, am Toner auszuschlieSen, wurden analoge
Adsorptionsexperimente an schwarzem, gelbem, rotem und
blauem Toner durchgefiihrt (siehe Hintergrundinformationen
S. S.26). Dabei zeigten sich lediglich geringe Unterschiede.
Entsprechend wird die Adsorption von TBP, zum Toner
durch die Bindung an das Tonerpolymer dominiert.

Um hervorzuheben, wie wichtig eine maligeschneiderte
Peptidsequenz aus einem Selektionsprozess ist, wurden zwei
Kontrollpeptide zur Adsorption an Toner und Cellulose ra-
tional entworfen. Es ist bekannt, dass kationische Gruppen
fiir die Wechselwirkungen mit Cellulose entscheidend sind,
wie sie beispielsweise bei Retentionsmitteln auf Poly(ethy-
lenimin)-Basis in der Papierherstellung genutzt werden.
Daher wurde Arg,, als potentieller Cellulosebinder getestet.
Als entsprechendes Modell eines Tonerbinders wurde Pheg
getestet, da m-t-Wechselwirkungen mit dem Poly(styrol-co-
acrylat)-Matrixpolymer des Toners sehr wahrscheinlich sind.
Zur verbesserten Wasserloslichkeit wurde an beide Peptide
ein Poly(ethylenoxid)-Block mit M,=3.2x10° konjugiert,
der bereits bei dhnlichen Beschichtungen zu keiner signifi-
kanten Anderung der Wechselwirkungen zwischen Peptid
und Oberflichen gefiihrt hatte.'”! Inkubations-/Elutions-
experimente zeigten das erwartete Adsorptionsverhalten
beider Modellpeptide zu den jeweiligen Zielsubstraten (siehe
Hintergrundinformationen Abbildung S16). Jedoch zeigten
Untersuchungen zur Kreuzselektivitdt auch eine signifikante
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Adsorption an den jeweiligen Anti-Substraten. Diese Er-
gebnisse verdeutlichen den groBen Wert rationaler Uberle-
gungen zur Erzeugung grundlegender Funktionen wie der
Adsorption. Jedoch erfordert die Realisierung komplexerer
Funktionen, wie z.B. materialspezifische Adsorption, Se-
quenzen, die mit den heutigen begrenzten Erkenntnissen von
Peptid-Oberflache-Wechselwirkungen nur schwerlich ratio-
nal entworfen werden konnen.

Fiir ein besseres Verstdndnis des Beschichtungsverhaltens
der Peptide wurde die maximale Oberflichenbeladung er-
rechnet. Dafiir wurden Inkubations-/Elutionsexperimente
mit steigender Peptidkonzentration durchgefiihrt, bis die
Substratoberflichen gesattigt waren. Mithilfe der BET-
Oberfliche von 1.1 m?g " fiir Cellulose konnte eine theore-
tische Oberflaichenbeladung berechnet werden. Dafiir wurde
fiir das Peptid eine Konformation zwischen einem all-trans-f3-
Strang und einem statistischen Knéuel angenommen (siche
Hintergrundinformationen Tabelle S4). Das Peptid bedeckt
im zuletzt genannten Fall eine Oberfliche von ca. 0.4 nm? pro
Kette, was zu einer Cellulose-Oberfldchenbeladung von ca.
40% fihrt. Fir die Annahme der (-Strang-Konformation
ldsst sich ein Platzbedarf von 2.1 nm?* pro Peptid berechnen,
wodurch sich eine Oberflichenbeladung von rund 200 %
ergibt. Da sich die Struktur des Peptides auf der Cellulose-
oberfldche nur schwer bestimmen lésst, wird eine leicht aus-
einandergezogene Knéuel-Konformation angenommen. In
Losung nehmen TBP, und CBP, die Struktur eines statisti-
schen Knéuels an, was mittels Circulardichroismus-Spektro-
skopie durch einen typischen negativen Cotton-Effekt bei
195 nm gezeigt werden konnte (siche Hintergrundinforma-
tionen S. S24). Allerdings ist eine genaue Bestimmung der
vorliegenden Struktur der adsorbierten Peptide nicht trivial
und diesbeziiglich sind weitere Untersuchungen notwendig.
Weiterhin konnten keine Berechnungen fiir gemahlenen
Toner vorgenommen werden, da dieser eine fiir aussage-
kraftige BET-Messungen zu kleine Oberflidche hat.

Die Inkubations-/Elutionsexperimente verdeutlichen ein
selektives Bindungsverhalten von CBP; und TBP; zu den
isolierten Substraten Cellulose und Toner. Um zu zeigen, dass
die Beschichtung gedruckter Muster mit nebeneinander vor-
liegen Substraten ebenfalls moglich ist, wurden Adsorpti-
onsuntersuchungen an bedrucktem Filterpapier durchge-
fithrt. Im Gegensatz zu herkommlichem Druckerpapier ent-
hidlt Filterpapier keine kiinstlichen Beschichtungen oder
Fiillstoffe und verhindert somit nichtspezifische Wechselwir-
kungen zu Additiven. Mittels eines handelsiiblichen Laser-
druckers wurden Muster auf Papier gedruckt, wie in Abbil-
dung 3 dargestellt. Das verwendete Drucksystem ergibt ge-
nerell eine Auflosung im Bereich von rund 100 um, was
hauptsédchlich durch eine verringerte Schirfe der Tonergrenze
bei kleineren Mustern begrenzt wird. Um die Analysemog-
lichkeiten zu erweitern, wurde TBP, mit Rhodamin B (RhoB-
TBP,) markiert, damit es von FAM-CBP, in fluoreszenzmi-
kroskopischen Untersuchungen unterschieden werden kann.

Die Beschichtung gedruckter Muster wurde in zwei
Schritten durchgefiihrt: Zuerst erfolgte die Tonerbeschich-
tung mit RhoB-TBP, in Citratpuffer (50 mm, pH 6.5), gefolgt
von der Cellulosebeschichtung mit FAM-CBP; in TBST-
Puffer (0.5 mwm, pH 7.5). Fluoreszenzmikroskopie deutete im
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Abbildung 3. Materialspezifische Beschichtung gedruckter Muster auf
Papier. a) Fluoreszenzmikroskopie von gelb bedrucktem Papier, das
mit RhoB-TBP, inkubiert, mittels PICUP stabilisiert und anschliefend
mit FAM-CBP, inkubiert wurde (Lichtbild (links), Fluoreszenzbilder
(rechts)). b) Bildgebende MALDI-Untersuchung nach der Inkubation
mit TBP, (mittig) und nach anschliefender Stabilisierung mittels
PICUP sowie Inkubation mit CBP, (rechts) (Lichtbild (links), Intensi-
tatsverteilung der lonen von TBP; (rot) und CBP, (griin)). Bedingun-
gen: Gedruckte Muster wurden mit RhoB-TBP,/TBP; (0.2 mgmL™",
50 mm Citratpuffer (pH 6.5), 15 min) inkubiert. Nach der Stabilisie-
rung mittels PICUP folgte die Inkubation mit FAM-CBP,/CBP,

(0.2 mgmL™", 0.5 mm TBST Puffer (pH 7.5), 10 min).

ersten Schritt auf eine selektive Beschichtung der Toner-
struktur hin, allerdings wurde im zweiten Schritt eine geringe
Migration von RhoB-TBP, von der Toneroberfldche hin zur
Cellulose beobachtet (siche Abbildung S14). Dies kann
moglicherweise durch eine hohe Selektivitét bei einer relativ
schwachen Bindung von TBP; zur Toneroberfliche erklért
werden.

Um dieser Migration vorzubeugen, wurden RhoB-TBP;-
Toner-Beschichtungen vor der Inkubation mit FAM-CBP,
mittels der PICUP-Strategie (photoinduzierte Vernetzung
von unmodifizierten Proteinen) immobilisiert.””) Die photo-
induzierte radikalische Vernetzung wurde mit [Ru(bipy)s] als
Sensibilisator durch die Bestrahlung mit sichtbarem Licht fiir
10 s durchgefiihrt. Dadurch wurde die Tonerbeschichtung
erfolgreich stabilisiert. Die anschlieBende Inkubation mit
einer wissrigen Losung von FAM-CBP, fiihrte zu einer se-
lektiven Beschichtung der Celluloseoberflidche. Fluoreszenz-
mikroskopie bestitigte die kontrollierte Beschichtung beider
Oberfldchen. Nach der Vernetzung war keine Migration von
RhoB-TBP, zur Celluloseoberfliche wihrend der Inkubation
mit FAM-CBP, zu beobachten (Abbildung 3a). Dies wird
durch eine scharfe Grenze zwischen dem mit RhoB-TBP,
beschichteten Toner und der mit FAM-CBP, beschichteten
Cellulose verdeutlicht.

Weiterhin wurde der Einfluss der Fluoreszenzmarker
(RhoB, FAM) auf die Selektivitdt und die Stabilitdt beider
Peptidbeschichtungen untersucht. Entsprechende Experi-
mente mit den unmarkierten Peptiden TBP, und CBP,
wurden durch die MALDI-Bildgebung ermoglicht. Dafiir
erfolgten die Beschichtungen analog der vorherigen Be-
schreibung. Die Experimente bestitigten eine spezifische
Lokalisierung beider Peptide auf den entsprechenden Sub-
stratregionen eines auf Filterpapier gedruckten Musters
(Abbildung 3b). AuBerdem zeigte die Abwesenheit des
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Massensignals von TBP, nach der PICUP-Fixierung die er-
folgreiche Vernetzung der Peptidbeschichtung.

Obwohl eine materialspezifische Adsorption zweier un-
terschiedlicher Beschichtungen realisiert werden konnte, ist
dieser Prozess empfindlich, da Storungen mit zusétzlichen
funktionalen Abschnitten innerhalb der Peptide auftreten
konnten. Daher wurde fiir die Einfithrung neuer funktionaler
Einheiten an die spezifischen Beschichtungen eine vielfiltig
anwendbare Postfunktionalisierungs-Strategie ~vewendet.
Diese konnte mittels der literaturbekannten chemoselektiven
Ligation von Tyrosin-Seitenketten mit 4-Phenyl-1,2,4-triazo-
lin-3,5-dion (PTAD) umgesetzt werden.?!! TBP, enthilt zwei
Tyrosinreste (Tyr4 und Tyr8), wihrend CBP, frei von Tyrosin
ist. Daher konnte diese Ligationsstrategie genutzt werden,
um funktionale Einheiten kovalent und selektiv an die Ton-
erbeschichtung auf dem gedruckten Muster zu binden. Ab-
bildung 4 zeigt die Einfiihrung des PTAD-funktionalisierten
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8P =GGG , GGG-Pif,-GG

Abbildung 4. Triazolindion-Ligation von PTAD-Peptid-Rhodamin B an
Tyrosineinheiten in der TBP,-Tonerbeschichtung (oben). Fluoreszenz-
mikroskopie vor (links) und nach (rechts) der Ligation zeigt die selek-
tive Funktionalisierung der gedruckten Tonerstruktur (unten). Bedin-
gungen: Gedruckte Muster wurden mit TBP; beschichtet, durch PICUP
vernetzt und anschlieRend mit CBP, beschichtet. Die Modifikation mit
PTAD-GGG-RhoB erfolgte in MeCN/H,O/DMF (19:76:5) fiir 3 min mit
0.34 nmol des aktiven Linkers.

Peptids Gly;-Rhodamin B an die selektive Beschichtung
eines gedruckten Musters. Das RhoB-markierte Peptid wurde
dabei C-terminal iiber Amidierung an ein 4-Aminophenyl-
1,2,4-triazolidin-3,5-dion ~ (APTAD-Vorstufe)  gekuppelt
(siehe Hintergrundinformationen S. S9). Nach der Aktivie-
rung zu dem entsprechenden Triazolindion mittels N-Brom-
succinimid konnte die Bindung an das immobilisierte TBP,
unter wissrigen Bedingungen innerhalb von 3 min durchge-
fithrt werden. Fluoreszenzmikroskopie bestétigte, dass keine
ungewollten Nebenreaktionen mit der Cellulose oder der
CBP,-Beschichtung auftraten. Um die Vielseitigkeit dieser
Strategie zu verdeutlichen, wurde die APTAD-Vorstufe ein-
schlieBlich Glys-Platzhalter an ein Modell fiir das Carbonat-
bindende Motiv Pif, ((DDRK),) gebunden, das aus dem
Aragnoit-bindenden Protein PifS80 einiger Muschelschalen
stammt.”” Diese Sequenz enthilt die basischen Aminosiuren
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Arg/Lys, die moglicherweise mit der Cellulose oder auch der
Cellulose/CBP;-Beschichtung wechselwirken konnten.'s! Zur
fluoreszenzbasierten Detektion wurde das Peptid N-terminal
um ein RhoB-GG-Label erweitert. Die nachtrédgliche hoch-
selektive Funktionalisierung der Tonerbeschichtung eines
gedruckten Musters konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen werden (sieche Hintergrundinformationen S.
S23-24).

Zusammenfassend wurde eine Strategie zur selektiven
Beschichtung gedruckter Muster sowie unbedruckter Pa-
pierregionen entwickelt, die auf der materialspezifischen
Adsorption von Peptiden basiert. Mittels Phagen-Display
wurden 12mer-Peptide gefunden, die spezifisch an Toner oder
Cellulose adhérieren und effektiv zwischen beiden Substraten
unterscheiden. Die Selektivitdt der Beschichtungen wurde
durch Fluoreszenzmikroskopie und MALDI-Bildgebung be-
stitigt. Die Beschichtungen konnten ferner mittels photoin-
duzierter radikalischer Vernetzung mit [Ru(bipy);] auf der
Substratoberfldche stabilisiert werden. Anschlieend wurde
die Einfiihrung komplexer Funktionalititen oder funktiona-
ler Segmente demonstriert. Die Funktionalisierung im An-
schluss zur Beschichtung fithrte Triazolindion-tragende
funktionale Peptide selektiv auf der Tonerbeschichtung ein,
wihrend Cellulosebeschichtungen nicht adressiert wurden.
Dieser Ansatz ermoglicht neue Wege zur Entwicklung kos-
tengiinstiger Materialien. Die selektive Beschichtung von
Ausdrucken aus handelsiiblichen Laserdruckern kann zum
einen in groem Mafstab durchgefiihrt werden. Zum anderen
ist eine nachtrédgliche Modifizierung mit spezifischen funk-
tionalen Einheiten bei Bedarf in weniger als fiinf Minuten
moglich. Somit haben wir einen neuen Weg zur Herstellung
vielseitiger cellulosebasierter Materialien aufgezeigt.
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